REPUBLIQUE FRANCAISE 



INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE 



PARIS 



(rj) N° de publication : 

(a n utiliser que pour les 
commandcs de reproduction) 

N° d'enregistrement national 



2 545 101 
83 07208 



<g) Int CI J : C 12 P 19/04; A 23 L 1/04; A 61 K 7/00. 47/00; 
C 08 L 5/06. 



DEMANDE DE BREVET D'INVENTION 



A1 



(22) Date de depot : 29 avril 1983. 
@ Priorite : 



(n) Demandeur(s) : INSTITUT NATIONAL DE LA RE- 
CHERCHE AGR0N0MIQUE — FR. 



(43) Date de la mise a disposition du public de la 
demande : B0PI c Brevets > n° 44 du 2 novembre 1984. 

(60) References a d'autres documents nationaux appa- 
rentes : 



(73) Titulairels) : 

(74) Mandataire(s) : Harle et Phelip. 
@ Precede de modification des pectines de betterave, produits obtenus et leurs applications. 



(72) Inventeur(s) : Franciscus Maria Rombouts, Jean Fran- 
cots Tbibault et Christiane Merrier. 



THE BRITISH LIBRARY 
18 DEC 1984 
SCIENtfREF^ 



(57) Procede de modification des pectines de betterave par 
reaction oxydative enzymatique. 

Les produits obtenus ont des masses moleculaires plus 
elevees et peuvent former des gels aqueux. 

Application a titre d'agents epaississants ou geltflants no- 
tamment dans les industries alimentaires, cosm6tiques ou 
pharmaceutiques. 
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L'invention concerne un procede de modification des 

pectines de betterave les oroduit, ~h«- 

; ies Produits obtenus par ce procede 

t leurs applacations notam.ent dans les industries ali.en- 
taires, cosmetiques ou pharmaceutiques . 

'Certaines pectines, molecules naturelles constitutes 
P^^acturonique partie llement methvle c'est-a- 
- dans lesquelles les fonctions^t par tie Heme nt este- 
nfiee, par du methanol^ motif fondamental de ces polyme- 
res repondant a la formule : 



C00H 

4— ° r, ° H 

OH «JOH 



C00H 
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sent otilisees couramment pour former des gels aqueux 
ou pour epaissir different* milieux. La possibilit , et 
con it, de formation de ^^^^^ _ 

Str — d£ 13 P««". qui est elle-meme fonction 
vege al Mt ene ^^^^ ^ ^ d , extract 

trait 7 UtiliSabl6S «tu-ll...„t que les pectines ex- 
I " P ° mmeS ' et des ^ru.es pour preparer soit des 
ees et confitures, soit des cosmetique s , ou soit des ad ju - 
25 t V ^ n t s S ; PaiSSiS5ants et deshydratants de diverses composi- 

On sait que les pectines dites fortement methylees, 

de S ac"L* " T lleS d ° nt PlUS ^ 5 ° % gr0UP6S -rboxyliques 

i 5 9ala — ^s.sont esterifies par le methanol 

gelifaent en presence de saccharose et en milieu acide . 
auss, sont-elies particulierement utilises pour les gelees 
et confitures. 

_ Les^pectines moins methyl ee5 , gelifient en presence 
"ns Ca ,par formation de liaisons de coordi nenC e entre 
es atomes d-oxygene et le cation mais la preparation de 
9els convenables est delicate du fait de phenomenes secondai- 
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res de precipitation, notamment lots de l'addition de la solution 
de Ca 2+ . Certaines pectines na ture lie s , vr a isemblablement par- 
ce qu'elles portent des substituants sur la chalne polygalac- 
turonase , ne peuvent former des gels par les precedes connus 
e'est-a-dire soit en presence de saccharose en milieu acide, 
soit en presence de Ca 2+ . Ces c onnaissances sont notamment 
resumees dans 1' ouvrage "les Polymeres Vegetaux polymeres 
parietaux et alimentaires non azotes". Bernard Monties 
et Claude COSTES - Editions Gauthier-Villars ( I960 ) pp . 232-251 . 

Les pectines extraites des pulpes de betterave ne 
forment pas de gels convenables par les precedes precedemment 
rappeles; on pense que la presence de groupes acetyles, 
esterifiant certaines fonctions hydroxyles, jouerait un role; 

comme, en outre, ces puiymcixs no v, * *w 

moleculaires relativement faibles, ils ne peuvent etre 
utilises comme agents epaississants . C'est pourquoi.malgre 
l'abondance de cette matiere premiere-la pectine constitue 
15 a 20% de la matiere seche des marcs de betterave , tout 
comme pour les marcs de p omme -aucune utilisation industrielle 
n'est connue actue Heme nt . Ainsi.le precede selon l'inven- 
tion qui permet d'utiliser ces pectines apres^leur modifica- 
tion selon ce procede , presente un grand interet 
economique,puisqu'il permet la valorisation de residus du 
traitement des betteraves , notamment sucrieres. 

L 1 invention concerne un procede de reticulation 
oxydative enzymatique des pectines de betterave qui donne 
des produits de masses moleculaires plus elevees, solubles 
dans 1'eau et des gels aqueux. La reticulation est realisee 
en faisant reagir un systeme oxydant , comprenant un agent 
oxvdant, notamment le peroxyde d • hydr ogene ,en presence 
d'une enzyme dont 1- oxydant est un substrat, par exemple 
dans le cas de H^.une peroxydase. L'invention concerne 
aussi les pectines modifiees obtenues par ce procede de 
reticulation, tout comme les gels aqueux formes par ce 
procede, ainsi que les applications de ces pectines modifiees 
et de ces gels comme agents epaississants et gelifiants, 
notamment dans les industries a limenta ires , cosmet ique s ou 
pharmaceut iques . 
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Le precede de 1'invention n'a ja.ais ete utilise pour 
traiter des pectinesjla Demanderesse a d'ailleurs constate 
qu'il ne peut etre applique avec succes cu - a certaines pecti 
nes et que celles issues des marcs de pee, d'agrume,de 
cerise, d'abricot ou de pomme de terre ne reticulent pas dans 
ces conditions ; mais il donne des resultats convenables avec 
les pectines tirees des betteraves notamment sucrieres, 
quelle que soit leur provenance. 

Les pectines sont extraites des pulpes et marcs de bet- 
teraves selon les precedes connus en eux-nS.es et par exemple 
par traitement des pulpes par une solution aqueuse acide.a 
chaud et pendant quelques heures,.par exemple par «se en con- 
tact des pulpes recuperees avec une solution diluee d'acide 
sulfurique de P H 1,5 a 2, a e0°C pendant 1 a 2 he ures . L ors - 
15 que ce nrnopH^ Hiflv4- W ,»i.: — .. 

... uw „„c ucs soiuuons de pectines 

de concentration souhaitee,on peut effectuer directement 
la reticulation dans ce milieu amene au pH souhaite ; autremen t 
les pectines sont precipitees du milieu detraction selon 
des methodes connues en elles-meWs^ftolee* sous forme de 

20 poudres. 

Selon une mise en oeuvre preferee de 1 ' invention, la 
reticulation enzymatique oxydative est realised par addition 
a la solution aqueuse de pectine.de betterave de concentra- 
tion choisie,0,3 a 0,6 mg de peroxydase par g de pectine et 

JVp&t^ peroxyde d'hydrogene par 

Les solutions diluees de peroxyde d'hydrogene etant 
peu stables, elles sont de preference preparees ex temp ore ne,- 
ment a partir des solutions commerciales de H 2 0 2 a 30%;les 
dilutions utilisees sont par exemple de 0,01 a 1% (vol/vol ) . 

on P erox y dase Peut etre d'origine animale ou vegetale • 

on utilise avantageusement la peroxydase de Horse-radish 

da yp n : rr Q r e t- par sigma < usa >^ Pe ^ ^ soit iutii i e' 

35 insolubl It J" at > ueuse ' soit immobilisee sur un support 

Ion une LI- 6 e " contact avec ie milieu reactionnel se - 
cues L f e C T Ue Cn 501 P0Ur les "actions enzymati- 
ques. Le pH des solutions aqueuses de. pectine peut etre 

de faccYt^n enVir ?? * et 7;U eSt * vLmme n^h oisl 
dVrllli l e ^ M du sy^™ oxydant ne soit pas 

Stabilitl Hp! !- SUPerleUre ^ PH eSt im P° S " P« I* 

staDinte des pectines. 
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Selon la concentration de la solution aqueuse en pecti- 
ne de betterave et la nature de ce lie -c i , apres l'addition 
du systeme oxydant,il se forme k temperature ambiante en 
quelques minutes , soit un gel, soit une solution de viscosite 
accrue contenant la pectine reticulee. 

Selon un autre aspect de 1 ' invention , on pourra determi- 
ner prealablement a la r et icu lation , que lie est la concen- 
tration coavenable de la solution de pectine de depart pour ^ 
obtenir.soit une solution de viscosite accrue, soit un gel, 
mais en general, on a trouve qu'avec des pectines de bette- 
raves de masse moleculaire viscosimetrique de 40 a 50 000 
Daltons,de degre d ■ acety lation de 30 « 355 et dont la teneur 
en residus de sucres neutres est de 15 a 20%, les solutions 
aqueuses de concentration en pectine inferieure a 
1,5 9/100 ml ne sont pas gelifiables et que, par contre,les 
solutions :. aqueuses de concentration superieure a 
2g/100 ml donnent des gels epais. On salt que l'on ne peut, 
en general, pas preparer des solutions de pectine de bette- 
raves de depart de concentration superieure a fg/100 ml, 
etant donne la solubilite aqueuse limitee des pectines. 

Les nouvelles pectines modifiees selon 1' invention^ 
peuvent etre isolees des milieux aqueux ou elles ont ete 
preperees; on les precipite par addition d'un solvant a la 
phase aqueuse comme 1 • a lcool , 1' acetone , ou par addition 
de sels mineraux.on isole les precipes par filtration ou 
. centrifuoation et on les seche a pression ordinaire ou sous 
vide par chauffage modere.vers 40°C . On ajoute en general 
au moins un volume de solvant de precipitation et de 
preference environ 4 volumes .L'isolement des pectines 
gelifiees sous forme de poudre seche est un autre avantage 
de l'invention,alors que les gels de pectines de pome 
agrune precedemment connus ne . possedaient pas cette proprie- 
ty La poudre issue des gels selon 1- invention, remise en 
presence de la quantite convenable d ■ eau .redonne un gel. 

- Les poudres de pectines modifiees obtenues selon 
V invention peuvent etre utilisees comme agents epaissis- 
' sants ou gelifiants; elles sont tres hydrophiles et sont 
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gables de repr en dre de grandes quantites d^eau. En particu- 
»r,o„ peut realiser la preparation de produits ali.. ntal ! 
S COrU£nant ces Pectine S) tels que des desserts lactes 

co«. des flans Sparables a temperature ambiante.ou encore 
es desserts g l aces; onaen effet qu£ ^ geis 

inven xon sont parfaitement stables si on leur fait subir 
^s cycles de c ongela t i on/d ec onge lat ion de -20°C a la tempe- 
rat a mbi te . Une ^ applleatlon ^ 

ne selon Invention est la preparation de pomades 



r - ~ i " c puuimaaes qui.en 

elan ge a vec divers principes actif s , ser ont utilisees dans 
domames cosmetiques ou pharmaceutics co„e excipients. 
Selon une autre application de 1 • invention , on effec- 
ts, la gelification de la solution aqueuse a base de 
pectines de betterave en presence de ces principes actifs.ce 
15 qux aura pour resultat la formation de produits particulie- 
re me n t h omnn ^ « ^ » 4. . i. .* t • 

— « pourra etre applique par 

exe.ple pour la microencapsulation d-aromes, de exposes 
ayant une activite Pharmacol ogiq Ue 0 u autre, ou pour la 

20 i e e t ° d XifiCati0n d£ "".in, milieux en emprisonnant par exem- 
Pie des metaux lourds. 

Dans ce qui suit, on donnera des exemples de realisa- 
tion pour illustrer !■ invention mais celle-ci ne saurait y 
etre limitee. 
EXEMPLE 1 

25 Preparation d'une solution de pectines modifies: 

A 10 ml d'une solution aqueuse de pectinesde bettera- 
ve a pH 6, contenant 0,3 mg de per oxydase de Horse-radish 
Par gramme de pectines, on ajoute 1 ml d ■ une 5olution aqueuse 

30 I d ' hydr °^ e de ^ que i. 0 „ ait 13 u mo- 

H 2°2 P3r 9 de Pectines.La reticulation est termine'e 
apres quelques minutes d'agitation a temperature ambiante. 
Ce Precede a ete applique a des solutions de differences con- 
centrations en pectines et la viscosite des solutions obte- 
" UeS nesu ""- Oans le tableau I figurent les resultats des 
"saxs exprimes en viscosites intrinseques et en masses mo- 
ecu laires , calcu les selon la methode decrite par H.S. OWENS 
H- LOTZKAR, T .H. SCHULT2 et W.D. MACLAY dans 3. Am. Chem. ' 
Soc.6S_ 1626-1632(1946). 
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TABLEAU I 



Concentration 
g/100 ml 



Viscosite intrinseque Masse moleculaire 
(dl/g) (daltons) 

~; *T , h o " 46 000 

temoin ', 

u H 70 000 

0,6 *> 35 

L AR 73 900 

0,9 4 ' 6 ° 

l a} 73 000 

solution aqueuse de pectine.sans addition du systeme 
r et ic u la n t . 
EXEMPLE 2 

Gelification d'une solution aqueuse de pectines de 
betterave : 

On introduit dans 1 ml d'une solution- d ■ une pectine 

h Me concentration 3g/100 ml),aux environs de 

pH 6, 0,1 ml d- une solution aqueuse de peroxydase (de con- 
centration 0,1 mg/ml) et 0,1 ml d'une solution aqueuse de 
peroxyde d'hydrogene de concentration 4,3^ nioles par ml; 
on agite mecaniquement 1 a 2 minutes jusqu'a gelification. 
Le gel est translucide , stab le , plusieur s mois a la tempera- 

ture amb ian te . 

Dans le tableau II figurent les caracter istiques 
rheologiques d'un gel prepare selon ce procede et celles d'un 
gel de pectine amidee prepare selon la methode decrite par 
S. A. BLACK et C.3.B. SMIT dans 3. Food Science 37 726-29 
(1972) a titre de comparaison. 

TABLEAU II 

Module "apparent" Force a la Deformation 
de rigidite rupture cm 
q/cm . 2 — 



gel pectine - 0>k5 

amidee x^^c 

o 116 36,3 0,67 

gel ex . 2 xx 9 o » 



Les mesures ont ete effectuees avec un appareil INSTR0N . 

Ces resultats montrent que le gel selon 1' invention 
est moins "cassant" que le gel connu. 
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EXEMPLE 3 

Preparation d . une P oud re de pectines ,-odifiee,: 
Un gel de pectine de betterave est „.i ra - 

crit dans l-exemple 2 On • ' C ° mme d *" 

exemple 2. On y ajoute 4 volumes d'ethanol a 

: 50 S a91tati0n ' la P«tin. precipUee est isole- ar 
filtration, puis sechee. P 

Le pouvoir „y<irophn e d e cette pouir. a ete dit • • 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de modification des pectines de betterave , 
caracterise en ce que l'on fait reagir un systerae oxydant 
comprenant au moins un agent oxydant, et une enzyme admettant 
cet oxidant comme substrat.sur les pectines isolees de 
betterave . 

2. Precede selon la re vendication 1 .caracterise en ce 
que le systeme oxydant est ajoute a la solution aqueuse 
de pectine, suffisamment concentree pour qu' il se produise 
une gelification de celle-ci. 

3. Precede selon la re vendication 1 .caracterise en ce 
que le systeme oxydant est ajoute a une solution de pectine 
suffisamment diluee pour que la reticulation des chalnes 

de pectine soit menagee et ne donne pas une gelification du 
milieu. 

H. Precede selon les revendications 2 et 3 .caracterise 
en ce que la pectine modifiee est isolee k l'etat de poudre 
par addition a la solution r eac tionne lie d'un solvant ou un 
sel pour la precipiter , isoleraent du precipite et sechage. 

5. Precede selon l'une quelconque des revendications 

2 a <f, caracterise en ce que 1' agent oxydant est le peroxyde 
d'hydrogene et l'enzyme une peroxydase. 

6. Pectines de betterave modifiees obtenues par le 
precede selon l'une quelconque des revendications 1 a 5. 

7. Pectines de betterave modifiees hydrosolubles obte- 
nues par le precede selon les revendications * et 5. 

8. Gels aqueux caracterises en ce qu- lis comprennent 
des pectines de betterave modifiees, preparers selon l'une 
quelconque des revendications 1, 2 ou 5. 

9. Gels aqueux caracterises en ce qu'ils sent prepares 
par raise dans l'eau des poudres de pectines de betterave 
obtenues selon le precede des revendications 2 et 4. 

10. Application des pectines modifiees selon l'une des 
revendications & ou 7 a titre d'agents epaississants 
notamment de produits alimentaires.cosmetiques ou 
pharmace utiques . 
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11. Application des gels selon la re vend icat ion 5 ou 9^ 
la fabrication de produits a limentaires , cosmetiques ou 
pharmace utiques . 

12. Application des pectines modifiees selon la revendi- 
cation 8 , caracter isee en ce que l'on effectue la gelifica- 
tion en presence de composes nutritifs,de composes ayant 
une activite ther apeutique ou utilises .comme cosmetiques. 



